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"PRODUÇÃO DE XAROPE DE AÇÚCAR CONTENDO FRUTOSE E
GLICOSE, ENRIQUECIDO OU NÃO COM FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS, A
PARTIR DE SACAROSE"
A presente invenção diz respeito a um processo de produção de xarope, ou açúcar
05 líquido, contendo glicose, frutose, enriquecido ou não com frutooligossacarídeos, utilizando a
enzima inulinase de Kluyveromyes sp. imobilizada. A produção de açúcar líquido tem grande
importância para a industria de alimentos e bebidas, por ser ideal no uso de confecções de
balas, bebidas carbonatadas, iogurtes, sorvetes, doces, geléias, biscoitos, produtos cárneos,
conservas, etc. A presença de frutooligossacarídeos combinada com a frutose é interessante
	
10	 pois um produto assim formulado pode ser utilizado na indústria de alimentos e farmacêutica,
na fabricação de produtos funcionais e diferenciados.
Os frutooligossacarídeos são açúcares formados de 1 a 3 moléculas de frutose
ligadas a uma molécula de sacarose na posição 13-(2-81). Apresentam propriedades fisicas e
fisiológicas que o tornam um composto de grande potencial de aplicação em alimentos para
15 nutrição humana e animal. São açúcares não digeridos pelo organismo humano, passando
através do intestino delgado sem serem absorvidos e vão direto para o intestino grosso, onde
são seletivamente utilizados pelas bifidobactérias na microfiora intestinal (U.S.
Pat.:5.314.810)
O grande interesse que existe nos frutooligossacarídeos como adoçantes
20 alternativos, não é apenas pelas suas propriedades específicas de baixa cariogenicidade, baixa
caloria e utilizável por diabéticos, mas também pelo fato de ser uma substância bifidogênica, a
qual promove o crescimento da bifidobactéria. A bifidobactéria, microrganismo anaeróbico
não formador de esporos gram-positivo, ocorre naturalmente no organismo humano, trazendo
uma serie de beneficios para a saúde.
25 Os frutooligossacarídeos podem ser obtidos normalmente por fontes de origem
vegetal ou pela ação da enzima P-frutosiltransferase sobre a sacarose. Este processo foi
desenvolvido pela companhia japonesa Meiji Seika Kaisha Ltd.(U.S Pat. 4,681,771) com o
nome de "neosugar" que corresponde a uma mistura de sacarose, glicose, frutose e
frutooligossacarídeos. Os frutooligossacarídes são constituídos de kestose, nistose e
30 frutosilnistose. Esta produção, desenvolvida pela companhia japonesa corresponde na reação
da enzima fructosiltranferase obtida por fungo (Aspergillus niger), onde a • enzima transfere
resíduos frutosil da molécula da sacarose doadora para a molécula da sacarose receptora. A
reação ocorre normalmente a uma temperatura de 50 a 60°C, com uma concentração de
sacarose a 60%, pH a faixa de 5,5 a 6,0.
35 A sacarose, o primeiro adoçante nutritivo obtido a partir da cana-de-açúcar ou de
beterraba, é o mais importante dos açúcares, tanto pela quantidade encontrada na natureza,
como pela sua importância na alimentação humana. A sacarose é um açúcar facilmente
hirdrolisável química ou enzimáticamente, em glicose e frutose. A glicose também conhecida
como açúcar do milho ou dextrose, é uma das principais fontes de energia dos organismos
40 vivos. Ocorre na forma livre em frutas e mel. A frutose é conhecida como açúcar de fruta, ou
levulose. É a única cetose que ocorre em grande quantidade na natureza, principalmente em
frutas e mel.
Normalmente, o xarope de frutose é obtido à partir de fontes alternativas de
amido, como por exemplo, arroz, trigo e batata, que são mais baratas que o milho, que é a
45 matéria-prima mais utilizada. Entretanto, estes processos levam a produção de um xarope de
baixo rendimento, além da necessidade do controle de pH, temperatura, e inibidores, se faz
necessário ainda a adição de ativadores, o que provoca um aumento nos custo da produção.
Um processo alternativo para a obtenção de xarope é à partir da hidrólise da
inulina pela ação da exo-inulinase. A inulina, polímero de frutose com uma unidade de
glicose, encontrada em alcachofra de Jerusalém, chicória e dália, por possuir apenas uma
molécula de glicose na cadeia, necessita apenas de uma etapa para a hidrólise total, obtendo
05 um xarope com 95% de frutose. Ao contrário do processo convencional que necessita de três
etapas enzimáticas (a-amilase, amiloglicosidase e glicose-isomerase) a partir do amido, com
um rendimento final de 45%.
O açúcar líquido invertido utiliza como matéria-prima o açúcar cristal, que é
diluído, filtrado, refinado com resina de troca iônica, invertido e concentrado. O produto
10 formado por este processo é composto de sacarose, glicose e frutose, apresentando um
composição final de aproximadamente 40% de sacarose, 30% de glicose e 30% de frutose.
Atualmente o açúcar líquido invertido é utilizado nas indústrias de alimentos e de
refrigerantes. O inconveniente deste processo é que a hidrólise é química e o produto final é
geralmente contaminado com compostos indesejáveis como o hidrometilfurfural, altamente
15	 tóxico.
Inulinases (2,1-1iD frutano frutanohidrolase, EC 3.2.1. ) são enzimas
hidrolíticas classificadas como endo ou exo-inulinases, resultando, de sua aç o sobre a inulina,
oligômeros de frutose ou apenas frutose respectivamente. Esta enzima p de ser obtida de
leveduras, fungos, bactérias e de plantas. O seu emprego em termos ind triais é bastante
20 promissor, pois esta enzima apresenta dentre outras vantagens a boa esta ilidade frente às
variações de temperatura, pH e tempo de estocagem. Uma outra característic importante desta
enzima a ação de transfrutosilação, produzindo frutooligossacarídeos a p rtir da sacarose.
Uma característica importante do processo enzimático é que qualquer que sej as condições do
processo, nunca é produzido substâncias indesejáveis, como no processo quí ico
25 Dentre as leveduras produtoras de inulinases, as do gêner Kluyveromyces
apresentam melhor desempenho. O interesse do uso destes microrganismo na produção de
proteínas heterólogas, se encontra no fato delas pertencerem ao grupo RAS (Generaily
Reconized as Safe) e são aceitas pelo FDA (Food and Drug Adminstrat on) dos Estados
Unidos para produtos farmacêuticos e alimentícios.
30	 DESCRIÇÃO DO INVENTO
A-Produção da Inulinase: O microrganismo Kluyveromyces s ., podendo ser as
espécies Kluyveromyces lactis, Kluyveromyeces fragilis, sendo a ais utilizada a
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus que é inoculado em um meio de c 'tura constituído
de 30g/L de sacarose, 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona e g/L de K2HP0a,
35 ajustado para pH 3,5 e incubado a 30°C em biofermentadores a 150 rpm por úm período de 72
horas. A enzima extracelular é obtida por centrifugação do caldo fermentad a (11.0000 g x
10 min) a 4-6°C.
B-Recuperação com etanol: O sobrenadante obtido é utilizado para recuperação
da enzima. A precipitação da enzima é realizada pela adição lenta do etanol a -15°C ao
40 sobrenadante, mantido a temperatura de 4°C, até a solução atingir uma saturação de 70% de
etanol. Em seguida, centrifuga-se a 11.000g x 15 minutos a 4-6°C. O sobren dance é destilado
para a recuperação do etanol e a vinhaça decorrente é descartada e o precipit do ressuspendido
em tampão fosfato de sódio 0,05M pH 5.0.
C-Purificação da Inulinase: A enzima recupereada em etanol é purificada por
45 cromatografia iônica. O processo consiste em filtrar a solução enzimática ressuspendida em
tampão fosfato de sódio 0,05M pH 5,0 em filtro 0,45j.tm. Antes de injetar a amostra, a coluna
contendo resina trocadora de ânions é lavada com tampão fosfato de sódio 0,1 M a pH 6,0,
com fluxo de 2,0 cm3 /min. Após equilibrar a coluna com a solução tampão fosfato de sódio
0,1M pH 6,0, a solução enzimática é injetada na coluna com um fluxo de 0,5 cm3/min. A
50	 eluição da enzima é realizada com tampão fosfato de sódio 0,1M pH 6,0 seguido de um
gradiente salino linear de NaC1 ascendente 0-90%. O processo é monitorado a 280nm. Durante
a eluição da enzima são coletadas frações, onde determina-se a atividade enzimática. As
frações que contiverem a enzima são reunidas numa só fração.
D-Imobilização da Inulinase: a imobilização pode ser efetivada em diferentes
05 meios, como por exemplo, carvão ativo juntamente com alginato de sódio como agente
gelificante (Pat: 5.916.789), sílica e glutaraldeído, que produz um suporte modificado
contendo ligações cruzadas (Pat.:5.998.183).Um dos melhores métodos para imobilização
desta enzima é utilizando alginato de cálcio como descrito a seguir: inicialmente é pesado
3,5% de alginato de cálcio solubilizado em água destilada. A mistura é aquecida até atingir
10 80°C aproximadamente, para que ocorra a dissolução total do alginato. Finalizada a dissolução
do alginato e resfriado a 40°C, adiciona-se 2% da solução enzimática. Para a formação das
esferas, a solução é bombeada sobre uma solução de cloreto de cálcio 0,2M em tampão acetato
0,1 M sob agitação.
E- Produção de Xarope de Açúcar contendo glicose e frutose, enriquecido ou
15 não com frutooligossacarídeos, a partir de sacarose: Uma coluna encamizada é empacotada
com o biocatalizador, representado pelas esferas de alginato de cálcio com a enzima
imobilizada, como descrito em D. A temperatura da coluna é controlada por água aquecida
passando pela camisa da coluna. A temperatura do processo pode ser fixada entre 40 e 60°C
sendo que a mais utilizada é 50°C. A coluna é alimentada com solução de sacarose de 40% a
20 70%, sendo que a mais utilizada é 60%. O pH da solução pode estar de 5,0 a 6,0, sendo que o
mais utilizado é pH 5,0. A composição dos açúcares na saída pode variar segundo as
condições do processo (concentração de alimentação, pH, temperatura, concentração do
biocatalisador, atividade enzimática, tempo de residência na coluna). E possível, variando as
condições do processo obter soluções na saída da coluna contendo somente glicose e frutose
25 ou uma mistura de sacarose, frutose e glicose enriquecida com até 8% de
frutooligossacarídeos. Este produto é apropriado para indústria de alimentos, para produtos
funcionais, prebióticos e ricos em fibra alimentar solúvel.
Exemplo 1:
Produção da inulinase por fermentação
30 Para a fermentação do microrganismo Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
ATCC 16045, utilizando um meio composto de 30g/L de sacarose, 10g/L de extrato de
levedura, 20g/L de peptona e 5g/L de K2HPO4, com o pH ajustado para 3,5, e incubando a
30°C por um período de 72 horas. A fermentação é realizadas em fermentadores com uma
velocidade de agitação de 450 rpm e aeração de 0,5 vvm. Durante todo o processo
35 fermentativo a temperatura é mantida constante a 30°C. Não é necessário realizar um controle
do pH durante a fermentação, pois a variação do mesmo não é significativa. Verifica-se que
com 72 horas de fermentação a enzima atinge a máxima atividade enzimática.
Exemplo 2
Recuperação da inulinase com etanol:
40 O caldo fermentado é centrifugado a 10000g por 15 minutos a 4°C, em centrífuga
refrigerada Usa-se o sobrenadante para a recuperação da enzima, descartando-se o precipitado.
Inicialmente é determinado a atividade enzimática do sobrenadante para o cálculo do
rendimento. Para a recuperação da enzima o etanol a –20°C é adicionado lentamente até
atingir uma concentração de 70% com auxílio de uma bomba peristáltica. Todo processo é
45 realizado a baixa temperatura, controlado com banho termostático, sob agitação branda de
maneira tal que não ocorra uma desnaturação da enzima. Após adição do etanol, a solução é
centrifugada a 10000g por 15 minutos a 4°C, utilizando-se centrífuga refrigerada. O
precipitado contendo a enzima é ressuspendido em tampão fosfato 0,05M, pH 5,2. Os
resultados obtidos com a recuperação da enzima estão apresentados a seguir:
50 Atividade total do caldo bruto: 268,72 UI/mL
D
Atividade total da enzima recuperada com etanol: 910,72 UI/mL
Rendimento de recuperação da enzima: 85%
Exemplo 3:
Purificação da enzima por cromatografia troca iônica
05 O caldo bruto isento de células é filtrado em filtro 0,45 gm. Antes de injetar a amostra,
a coluna é lavada com tampão fosfato de sódio 0,05M para a resina Q-sepharose FF, vazão de
2,0cm3/min correspondendo a duas vezes o volume da coluna. A coluna é equilibrada com um
volume correspondendo a 5 vezes o volume da coluna é ajustado o pH para 6,0. A amostra é
injetada num fluxo de 0,5cm3/min. A eluição da enzima é realizada com tampão fosfato de
10 sódio 0,05M pH 6,0, seguido de um gradiente salino linear ascendente 0-90% de NaCl 1M em
tampão fosfato de sódio 0,05M a pH 6,0, com um fluxo de 1,0cm3/min. O processo é
monitorado a 280nm. Durante a eluição da enzima, são coletadas frações utilizando um coletor
de frações. Nas frações são determinadas a atividade enzimática e o teor de proteína para o
cálculo da atividade específica, fator purificação, rendimento e caracterização da enzima (S/I).
15 Os resultados estão apresentados na tabela01 e figura 01.
Exemplo 4:
Produção do xarope contendo frutooligossacarídeos a partir da sacarose com inulinase de
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus
Produção de xarope de açúcar contendo glicose e frutose, enriquecido ou não com
20 frutooligossacarídeos, a partir de sacarose: a inulinase imobilizada em alginato de cálcio com
atividade de 6 UI/mL foi empacotada numa coluna encamizada com a temperatura da coluna
controlada por água aquecida passando pela camisa da coluna a 50°C. A coluna é alimentada
com solução de sacarose de 50%, com o pH da solução ajustado para 5,0. O produto obtido no
processo foram analisandos por cromatografia de íons (HPLC-PAD). Variou-se o tempo de
25 residência na coluna de 0,5 a 7 horas. A composição Centesimal após um período de 4 horas é
a seguinte composição. Os resultados estão apresentados na Figura 2. Valores de tempo de
residência entre 3 e 4 horas fornecem o máximo de oligossacarídeos (50g/L) com 150g/L de
glicose e de frutose e 150 g/L de sacarose. Para tempos de residência acima de 8 horas obtêm-
se somente glicose e frutose.
30 A Tabela 01: Apresenta os resultados da purificação da inulinase de Kluyveromyces maxianus
var. bulgaricus, em diferentes valores de pH apresentando: atividade total (U), proteína total
(mg), atividade específica (U/mg), fator de purificação, rendimento e S/I (caracterização da
enzima).
A Figura 01 :Apresenta um perfil cromatográfico da purificação da inulinase de
35 Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus em coluna de troca aniônica Q-Sepharose FF,
apresentando absorbância (280nm), atividade em sacarose e em inulina e gradiente salino com
NaCl 1M em tampão fosfato de sódio 0,05M a pH6,0.
A figura 02 apresenta os dados obtidos na saída da coluna de inulinase imobilizada, para
diferentes tempos de residência.
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Tabela 1: Resultados da purificação da inulinase de Kluyveromyces maxianus var.
bulgaricus, em diferentes valores de pH apresentando: atividade total (U), proteína total
10	 (mg), atividade específica (U/mg), fator de purificação, rendimento e S/I (caracterização da
enzima).
Amostra Ativ. Total
U
Proteína
mg
Ativ. Espec.
U/mg
Fator	 Rendimento
purificação .	 (%) S/I
I S I S S S
c.b. 37,40 247,9 156,40 0,24 1,58 1 100 6,58
Purif.
pH=5,5 13,20 173,60 5,53 2,39 31,39. 19,87 70,11 13,13
c.b. 27,80 213,6 156,40 0,18 1,37 1 100 7,61
Purif
pH=6,0
25,90 188,10 7,39 3,50 25,45 23,86 88,06 7,27
c.b. 43,40 312,5 156,40 0,27 1,99 1 100 7,37
Purif.
pH=6,5 16,40 232,20 6,70 4,67 34,66 17,41 74,30 7,42
c.b.- caldo bruto, purif - amostra purificada, I= atividade em inulina, S= atividade em sacarose
REIVINDICAÇÕES
1- "PRODUÇÃO DE XAROPE DE AÇÚCAR CONTENDO FRUTOSE E
GLICOSE, ENRIQUECIDO OU NÃO COM FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS, A PARTIR
DE SACAROSE, caracterizado por otimizar a produção da inulinase a partir fermentação de
5 Kluyveromyces sp. em meio de cultivo contendo 1,4-3,0% de melaço, 1,0-2,0% de prodex lac,
1,0-2,0% de água de maceração de milho e 1,0-5,0% de K 2HPO4, numa faixa de pH de 3 a 5 e
temperatura de 20 a 35°C.
2- "PRODUÇÃO DE XAROPE DE AÇÚCAR CONTENDO FRUTOSE E
GLICOSE, ENRIQUECIDO OU NÃO COM FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS, A PARTIR
10	 DE SACAROSE, caracterizado por utilizar a enzima inulinase precipitada com etanol a 70% e
purificada em coluna de troca	 numa faixa de pH entre 5 e 7, temperatura entre 15 a
20°C.
3- "PRODUÇÃO DE XAROPE DE AÇÚCAR CONTENDO FRUTOSE E
GLICOSE, ENRIQUECIDO OU NÃO COM FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS, A PARTIR
DE SACAROSE, caracterizado por utilizar a enzima inulinase imobilizada em suporte sólido.
15	 com concentração de enzimas de 50 UI/mL.
4-"PRODUÇÃO DE XAROPE DE AÇÚCAR CONTENDO FRUTOSE E
GLICOSE, ENRIQUECIDO OU NÃO COM FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS, A PARTIR
DE SACAROSE, caracterizado por produzir o xarope de açúcar enzimaticamente através da
conversão da sacarose 40-70%, em temperatura de 35-50°C e pH
—8—Atividade em sacarose (UI/m1.,)
—8—Atividade em inulina (UI/mL)
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RESUMO
"PRODUÇÃO DE XAROPE DE AÇÚCAR
CONTENDO FRUTOSE E GLICOSE, ENRIQUECIDO OU NÃO COM
FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS, A PARTIR DE SACAROSE" consiste de processo para a
5 conversão da sacarose em glicose, frutose e frutooligossacarídeos por biocatalisador formado
por enzima inulinase imobilizada de Kluyvermyces sp. O processo é constituindo das
seguintes etapas: produção e purificação da enzima em condições otimizadas, imobilização da
enzima em suporte sólido, montagem de coluna de leito fixo contendo o biocatalisador,
conversão de xarope de sacarose em xarope contendo frutose, glicose e frutooligossacarídeos,
10 em condições otimizadas. A composição final do produto pode variar segundo a especificação
desejada, dependendo das condições de operação. O produto pode ser uma mistura de frutose e
glicose (50%/50%) ou uma mistura de glicose, frutose, sacarose e frutooliogossacarideos, com
composição variável. O produto obtido deste processo é ideal para aplicações em industrias de
refrigerantes, doces, confeitos, balas, bombons, iogurtes, etc. Além disso, as propriedades
15 prébioticas dos frutooligossacarídeos, ou seja, estimulantes benéficos da flora intestinal, darão
ao produto um caráter funcional e diferenciado. Sendo o gênero Kluyveromyces
reconhecidamente não nocivo ao homem (pertencente ao grupo GRAS americano ) o produto
pode ser aplicado em qualquer tipo de alimento. O processo enzimático, além disso. não
produz nenhuma substância tóxica indesejável, sendo totalmente seguro.
